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Abstract: 
EP 604307 A 

A compound diluted in a liquid sample (1 1) is detected by an immunological type process, using specific antibodies or 
other recognition element. The antibodies are fixed to the surface of a 'fluid solid', or particulate solid (9), and placed 
with a sample for analysis, in a reaction chamber (1) for a given length of time. Excess liquid is drained off (7) and the 
solid particles transferred to a second developing chamber (16). Reagents (20, 22 and 24) may be dosed as necessary to 
enable the compound in question to be quantified. The reaction chamber can be refilled with a new solid phase and the 
process restarted while developing and detection is taking place. 

USE/ADVANTAGE - Detection of compounds in liquid samples, such as herbicides, particularly atrazine in drinking 
water or bacteria, which may be preceded by a concentration step. The apparatus operates automatically and reliably, 
analysing 19 to 40 samples of a few millilitres each day, for several days. The process can attain a sensitivity of a few 
hundred pico-grammes per millilitre. 
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@) Phase solide, dispositif et proc6d6 de detection p6riodique d'un compos6 dilud. 

@ L'invention conceme un proc6d6 de d6tec- 
tion p6riodique d'un compos6 notamment I'a- 
trazine, dilu6 dans un 6chantillon liquide, par 
un proc6d6 de type Immunologlque mettant en 
oeuvre des anticorps ou autres 6l6ments de 
reconnaissance sp6cifique du compos6, carac- 
t6ris6 en ce que : > 

(a) on met en pr6sence, dans une chambre 
r6actionnelle (1) pendant un temps d6termin6, 
une phase solide fluids (9) non solidaire de 
ladite chambre fonn6e d'un support solide sur 
lequel sent immobllisds les anticorps ou autres 
6I6ments de reconnaissance sp6cifique et r6- 
chantillon liquide (11), 

b) la phase solide fluide est alors s6par6e de 
l'6chantilion. dventueilement Iav6e et transf6r6e 
dans une chambre de rdvdiatlon, 

c) la presence et/ou la quantity de compost 
fix6 sur la phase solide fluide sont rSv^l^es par 
des nrKjyens appropri6s et 6ventuellement 
dosses quantitativement 

d) en ce qu'apr^ que la phase solide fluide 
qui vient d'dtre utills6e a 6t6 6vacu6e de la 
chambre r6actionneIle, elle est remplac6e par 
une nouvelle phase solide pour recommencer 
reparation pr^c^dente. 

L'invention concerne 6galement un dispositif 
pour mettre en oeuvre le proc6d6 et la phase 
solide fluide destines d 6tre utilis^e dans ledit 
proc6d6. „ 

Jouve. 18, rue Saint-Denis. 75001 PARIS 
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Linvention concerne un proc6d6 de d6tectlon 
pSriodique d'un compost, dilu6 dans un ^chantiilon 
liquide, par un proc6dd de type immunologique met- 
tant en oeuvre des anticorps ou autres 6l6ments de 
reconnaissance sp6cif ique du compos6 et une phase 
solide flulde destines ^ §tre utilise pour mettre en 
oeuvre ledit proc^d^. 

Elle concerne 6galement un dispositif de detec- 
tion pour mettre en oeuvre ledit proc6d6. 

Tout au long de la chaTne de production, les ali- 
ments peuvent Stre contamin6s par des mlcroorga- 
nismes ou des substances chimiques ind6sirables. 
Dans !e secteur des industries agro-alimentaires, les 
mdthodes de contrdle de la qualit6 et de l'inocuit6 des 
prodults doivent3tre suff isammentf iables, senslbles 
et rapides pour s'int6grer parfaltement d des proc6- 
dds de fabrication de plus en plus complexes et so- 
pliisliqu6s. Ainsi. des capteurs en ligne approprl6s 
peuvent 6tre trfes utiles pour survelHer r6guli6rement 
les mat6riaux mis en oeuvre, et plus particuli6rement 
les mat6riaux liquides. 

Par ailleurs, les progrds accomplis dans le do- 
maine de IMmmunologie appliqu6e ont d^bouch^ sur 
la mise au point de nombreux tests de diagnostic (he- 
patite, SIDA...) et de nombreuses techniques de titra- 
tion (hormones, toxines...) parmi lesquels certains 
ont 6t6 mis au point pour le secteur des industries 
agro-alimentaires (salmonelles, aflatoxines, entero- 
toxines de staphylocoques, pesticides...). 

Dans le cas particulier des eaux de consomma- 
tion courantes, compte tenu des normes de plus en 
plus s6v6res mises en vigueur, il est n6cessaire de 
trouver le moyen de surveiller p6riodiquement la qua- 
lite de ces eaux et notamment de rep6rer la presence 
de contaminants qui rendent, d une certaine concen- 
tration, I'eau impropre d la consommation. II est par 
exemple bien connu que les nappes phr6atiques peu- 
vent etre contaminees du fait de leur remanence, par 
les triazines notamment Tatrazine qui sont des herbi- 
cides couramment employes paries agriculteurs. Par 
exemple. it suff it d'un orage violent pour que les eaux 
ptuviales entraTnent brusquement une quantite im- 
portante d'atrazine dans les nappes phreatiques et 
par voie de consequence, dans les eaux destin6es ^ 
la consommation. II est done clair qu*il existe un be- 
soin pour un precede de detection permettantd'6viter 
ces accidents. 

Ainsi, un des objets de la presente invention est 
de proposer un procede, ainsi qu'un dispositif assu- 
rant la mise en oeuvre du procede, permettant une 
detection perlodique et automatique d'un contami- 
nant, tel qu'un pesticide comme I'atrazine. par exem- 
ple au rythme de 10 e 40 mesures par jour, sur plu- 
sieurs echantillons liquides d'un volume de plusieurs 
millilitres et avec une autonomie de fonctionnement 
de I'ordre de plusieurs jours. 

Ce procede permet d'atteindre une sensibilite de 
I'ordre d'une ou quelques centaines de picogrammes 



par millilitre. 

Selon un mode general de realisation, le procede 
de detection pehodique d'un compose, dilue dans un 
echantillon liquide, est caracterise en ce que : 
5 (a) on met en presence dans une chambre reao- 

tionnelle pendant un temps determine, une pha- 
se solide flulde non solidaire de ladite chambre, 
sur laquelle sont immobilises les anticorps ou au- 
tres elements de reconnaissance specifique et 
10 I'echantillon liquide, 

b) la phase solide flulde est alors separee de 
I'echantillon, eventuellement Iav6e et transferee 
dans une chambre de reievation, 

c) la presence et/ou la quantite de compose fixe 
15 sur la phase solide flulde sont reveiees par des 

mcyens appropries et eventuellement dosees 
quantitativement, 

d) en ce qu'apres que la phase solide flulde qui 
vient d'etre utilisee a ete evacuee de la chambre 

20 reaclionnelle, elle est remplacee par une nouvel- 

te phase solide fluide pour recommencer rop6ra- 

tion precedente. 

Ainsi, contrairement au proc6d6 couramment uti- 
lise dans I'art, celui selon la pr6sente invention utilise 
25 comme moyen central une phase solide fluide, ce qui 
presente des avantages considerables dans le cas 
d'une automat isat ion. 

Par I'expresslon phase solide fluide, on entend 
designer un support solide forme de partlcules dis- 
30 cretes associees aux anticorps ou autres elements 
de reconnaissance specifique. 

Par I'expresslon temps determine, on designera 
le temps necessalre pour permettre e la reaction inv 
munologique de s'effectuer. 
35 L'invention s'est av6ree particulierement utile 

dans la detection des contaminants comme les pes- 
ticides dans les eaux de consommation courante. 

Elle peut etre neanmoins appliquee e d'autres 
substances et trouve par exemple une utilisation 
40 dans la numeration ou la detection des germes e 
conditions d'enrichir I'echantillon prealablement. 

Suivant le procede selon invention, la phase so- 
lide fluide est transferee dans une autre chambre 
reactlonnelle dans laquelle s'ef fectue retape c) de r6- 
45 veiation. Cette variante est industriellement aisee ^ 
mettre en oeuvre. 

De fapon g6n6rale, le test de detection consiste 
d mesurer une difference par rapport e un temoin de- 
termine. Cela necessite done d'etablir prealablement 
so des courbes etalon avec un liquide temoin par exem- 
ple reau distiliee af in de pouvoir etablir la correspon- 
dence avec la solution d tester. 

La methode de type immunologique fait interve- 
nir notamment la reaction immuno-enzymatique fon- 
55 damentale bien connue de I'homme du metier. 

II s'agit par exemple de la methode ELISA dont la 
mise en oeuvre peut etre differente selon le mode 
operatoire choisi. On pourra ainsi utillser la methode 
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sandwich directe, ou la m6thode de type comp6tition. 

Selon la mSthode sandwich, le proc6d6 de d6tec- 
tion consists d mettre en pr6sence ta phase solide 
f luide, sur laquelle se sont 6ventuellement flx6s les 
composes, avec tin conjugu6 Ii6 6 une enzyme sp6- s 
cif ique d'un substrat et d*un chromog^ne, puis ^ faire 
r6agir ledit substrat et ledit chromog6ne, introduit par 
exemple sous forme de solution, avec I'enzyme asso- 
ci6 au conjugu6. puis ensuite d doser par colorim6trie 
la solution. Par comparaison avec une solution t6- io 
moin, on peutd6terminerainsi la presence 6ventuelle 
et la quantit6 de contaminants presents dans le liqui- 
de d tester. 

Selon un mode de realisation, le conjugu6 lid d 
une enzyme estun antlcorps sp6cif ique du compos6. is 
Dans ce cas, I'ajout d'un substrat et d'un chromogdne 
au cas ou le liquide d tester contenait des compos6s 
va provoquer la coloration du liquide. Le liquide est 
ensuite transf6r6 dans une cuve appropride d la me- 
sure de la densitd optique. 20 

Selon la mdthode de type competition, le conju- 
gud lid d une enzyme est le compos6 d d6tecter, ce 
qui va provoquer un 6qullibre entre le compose even- 
tual provenant du liquide d tester et le contaminant lie 
^ I'enzyme. L'ajout d'un substrat et d'un chromogene 25 
va permettre de doser parcolorim6trie ta solution se- 
lon un precede inverse de la methode prec6dente 
dans la mesure oCi une solution coloree au maximum 
indiquera une absence de compose. 

N6anmoins, I'invention n'esl pas Iimit6e d ce pro- 30 
c6de de detection particulier. Ainsi, la reaction immu- 
nologique peut faire intervenir d'autres elements de 
reconnaissance que les anticorps comma une enzy- 
me ou du DNA, ceux-ci pouvant egalement etre gref- 
fes sur le support. 

De preference, les anticorps specifiques sont 
greffes sur le support selon un precede connu. Selon 
la nature du support, le mode de fixation sera une ad- 
sorption covalente ou non. La phase solide fluide est 
avantageusement constituee de billes ou mlcrobilles 40 
bien connues. 

Parmi les supports convenant pour la presente 
invention, on peut citer d titre indicatif les materiaux 
suivants : le polystyrfene, le nylon, le verre. le teflon, 
te polyethylene, le polypropylene, I'acetate de cellu- 4S 
lose, le polyacryiamide. 

La densite d'anticorps par unite de surface du 
support solide sera de preference comprise entre 0,1 
et 1 ng/cm2. 

Le procede de detection est particuli6rement so 
adapte e la detection de contaminants, notamment 
les pesticides comma les triazines dans les liquldes 
susceptibles d'en contenir comme les eaux de surfa- 
ce, les aaux usees et les eaux potables. 

Selon un mode de realisation prefer6, le precede ss 
de detection est caracterise par les etapes suivantes : 

a) on met en presence dans une cuve reaction- 

nelle, un melange d'un liquide susceptible de 



contenir lesdits contaminants et un liquide conte- 
nant une quantite determinee d'un conjugu6 
const itu6 par ledit contaminant lie e une enzyme 
specif ique du substrat chromog6ne et une phase 
solide fluide, associee e des anticorps specifi- 
ques du contaminant d detecter, 

b) on evacue lesdits liquides, 

c) on transfers la phase solide fluide dans une 
cuve de revelation, 

d) on introduit le substrat et le chromogene dans 
la cuve de revelation, 

e) |a reaction de revelation est arretee, 

f) on mesure la densite optique, 

g) on evacue la phase solide fluide , 

i) eventuellement une autre phase solide fluide 

est introduite dans la cuve reactionnelle. 

Ce precede presente I'avantage de rendre Tauto- 
matisatlon partlculierement aisee. 

II est preferable entre les etapes b) et c) de rincer 
la cuve avec un liquide approprie. 

De preference done, le precede est automatise 
de fapon 6 permettre une detection en continu ou 
semi-continu. Dans le cas d'un enrichissement prea- 
lable de rechantillen, cette etape prealable pourra 
egalement etre autematisee. 

L'invention a egalement pour objet une phase so- 
lide fluide associee e des anticorps ou autres ele- 
ments de reconnaissance specif ique d6crit ci-avant 
destinee ^ etre utilisee dans le proc6d6 qui vient 
d'etre decrit. 

De preference, la phase solide fluide sera asso- 
ciee e des anticorps specifiques des triazines notam- 
ment de I'atrazine. 

L'invention cencerne egalement un dispositif de 
detection pour mettre en oeuvre le precede prece- 
demment decrit, caracterise en ce qu'i I comprend une 
cuve reactionnelle pourvue de meyens d'achemlne- 
ment : 

de la phase solide fluide, 

de rechantillon liquide e tester, 
du conjugue lie d une enzyme sp6cif ique d'un subs- 
trat chromogene, 

eventuellement d'eau de lavage 

pourvue de moyens d'evacuatlon, 

de la phase solide fluide, 

du milieu liquide. 
la phase solide fluide est transferee dans une cuve de 
revelation pourvue de moyens d'acheminement : 

de la phase solide fluide. 

d'une solution de substrat, 

d'une solution de chromogene, 

d'une solution d'arret de reaction 

de moyens d'evacuatlon, 

de la phase solide fluide, 

du milieu liquide 

de moyens de mesure de la densite optique du 
milieu liquide. 

De preference, la phase solide fluide est transfe- 
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r6e de la cuve r6actionnelle ^ la cuve de r6v6lation au 
moyen d'un fond amovible de la cuve r6actionnelle. 

De pr6f6rence. r6vacuation du milieu liquide est 
assist6e d'une pompe p6ristaltlque. 

L'invention est malntenant illustr6e par un exem- 
ple de realisation particulier donn6 ^ titre indicatif. 

La figure unique illustre un sch6ma de dispositif 
permettant de nnettre en oeuvre le proc6d6 qui va 
dtre d6crit. 

Une cuve r6actionnelle 1, munle d'un agitateur 2 
est pourvue d'un fond 3 annovible qui pivots autour 
d'un axe 4 perpend Iculaire ^ Taxe de la cuve 1 et situ6 
en dehors du prolongement du volume d6fini par la 
cuve. Ce fond est actionn6 par un v6rin (seulement 
synibolis6) 5 et obture de faQon 6tanche la base de 
la cuve en position fernn6e. II est pourvu dans I'axe 
de la cuve d'un orifice de sortie 6 relive k une pompe 
p^ristaltlque 7. 

Cette cuve est munie au niveau des bords longi- 
tudinauxd'une entr6e 8 de la phase solide f luide 9 qui 
est form6e d'un support solide sur lequel ont 6t6 gref- 
f6s des anticorps sp6cif iques de I'atrazine par exem- 
ple, parun proc6d6 bien connu de I'homme du metier. 

La cuve comporte 6galementune entree 10 pour 
l'6chantillon ^ tester 11 provenant d'une source ayant 
et6 contamin6e par I'atrazine, une entr6e 12 pour une 
solution 13 d6termin6e d'un conjugu6 constitu6 
d'atrazine associ6 ^ la peroxydase, une entr6e 14 
d'eau d6min6ralis6e 15 de ringage. Les entries 12, 
14 sont relives d des pompes d'alimentation. 

L'acheminement de la phase solide fluide peut 
6tre assure parun dispositif d'6lectro-aimant. 

Dans le prolongement inf6rieur de la cuve r6ac- 
tionnelle est sltu6e une cuve de r6v6lation 16 ther- 
mostatee munle d'un entonnoir 1 7 son sommet des- 
tinde d recevoir du fait de la gravltd, la phase solide 
fluide 9 de la cuve r6actionnelle 1, une fois I'incuba- 
tion effectuSe et le fond amovible en position ouver- 
te. 

Une cellule de detection 18 est plac6e d c6t6 de 
ladite cuve 16 pour pemettre une rev6lation automa- 
tlque de la densite optique. 

La cuve de r6v6lation est pourvue d'une entr6e 
19 pour le substrat 20, d'une entrde 21 pour le chro- 
mogene 22. d'une entree 23 pour I'acide sulfurique 24 
et d'une entree pour I'eau de ringage. 

De la meme fagon que pour la cuve r6actionnelle, 
le fond 25 de la cuve est amovible pour permettre 
I'evacuation de la phase solide fluide et un orifice de 
sortie 26 est present au milieu de ce fond, relie e une 
pompe peristaltique 7. 

Selon cet exemple de realisation, on utilise une 
phase solide fluide constituee de billes de polystyre- 
ne de densite 1.02 de diametre 6,4 mm et de poids 
0»14g. 

1 ml de conjugue atrazine-peroxydase sont me- 
langes sous agitation dans la cuve reactionnelle e 20 
ml d'echantillon e tester provenant d'une source 



ayant 6te contamin6e par I'atrazine, puis on introduit 
0,14 g de phase solide fluide et on laisse I'ensemble 
incuber 15 min. 

Le liquide est evacue par la sortie 6 puis les billes 
5 sont rincees par de Teau demineralisee provenant de 
I'entree 14. 

Le verin hydraulique 5 fait pivoter le fond 3 et les 
billes tpmbent dans la cuve de revelation 16 oCi Ton 
achemine la solution de substrat par I'entree 19, la 

10 solution de chromog6ne par I'entree 21. Au contact 
du support, renzyme f ix6e sur les billes reagit avec 
le substrat qui, transforme, r6agit avec le chromoge- 
ne, ce qui conduit e la coloration de la solution. La 
reaction est stoppee par I'introduction d'acide sulf u- 

15 rique 24 de maniere connue. Une fois la densite of>- 
tique mesuree une longueur d'onde donnee (470 
mm) et comparee e une courbe temoin. la detection 
est achevee. Les billes sont evacuees par pivotage 
du fond 25 et la solution est eiimlnee par pompage. 

20 La cuve est lavee. 

Une fois I'operation termin6e, une nouvelle ope- 
ration peut ^ nouveau debuter. 

L'invention n'est pas limitee e ce precede de de- 
tection particulier qui vient d'etre d6crit, mais au 

25 contraire, elle s'etend d d'autres precedes faisant in- 
tervenir d'autres reactifs (enzyme. DNA...). Enfin, 
cette methode peut fitre utillsee pour la numeration 
ou la detection des germes e condition d'enrichir 
rechantillon prealablement. cette etape pouvant elle 

30 aussi etre automat isee. 
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Precede de detection periodique d'un compose, 
dilue dans un echantillon liquide, par un precede 
de type immunologique mettant en oeuvre des 
anticorps ou autre element de reconnaissance 
specif ique du compose, caracterise en ce que : 
(a) on met en presence, dans une chambre 
reactionnelle (1) pendant un temps determi- 
ne, une phase solide fluide (9) fluide non so- 
lidaire de ladite chambre sur laquelle sont inn- 
mobilises les anticorps ou autres elements de 
reconnaissance specif ique et rechantillon li- 
quide (11), 

b) la phase solide fluide est alors s6paree de 
' rechantillon, eventuellementlav6e et transfe- 
ree dans une seconde chambre de revelation 
(16), 

c) la presence et/ou la quant ite de compose 
fixe sur la phase solide fluide sont reveiees 
par des moyens appropries et eventuellement 
dosees quantitativement, 

d) en ce qu'apres que la phase solide fluide 
qui vient d'etre utilises a et6 evacuee de la 
chambre reactionnelle, elle estremplacee par 
une nouvelle phase solide fluide pour recom- 



7 
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mencer I'op^ration pr^c^dente. 

Proc6dd de detection p^riodique selon la reven- 
dication 1 , caract6ris6 en ce que la r6v6lation est 
effectude par un proc6d6 de type ELISA. 5 

Proc6d6 de d6tection p6riodique selon la reven- 
dicatlon 2, caract6ris6 en ce que la r6v6Iation est 
effectu6e en utillsant la technique sandwich. 

Proc6d6 de detection p6riodique selon la reven- 
dlcation 2, caract6rls6 en ce que la r6v6latlon est 
effectu6e par un dosage de connp6tition. 

Proc^d^ de detection selon la revendlcation 4. f5 
caract^rlsS en ce que : 

a) on met en presence dans une cuve rdac- 
tlonnelle. un melange d'un liqulde susceptible 
de contenir lesdits contaminants et un liqulde 
conlenant une quantit6 d6termin6e d'un 20 
conjugu6 constituS par I edit contaminant 116 d 

une enzyme spdcif ique du substrat chromo- 
g6ne et une phase sdide f lulde, associ^ ^ des 
anticorps sp6clfiques du contaminant k d6- 
tecter, 25 

b) on 6vacue lesdits liquides, 

c) on transf6re la phase sollde f luide dans une 
cuve de r^v^lation, 

d) on introduit le substrat et le chromog6ne 
dans la cuve de rdvdiation, 30 

e) la reaction de rdvdiatlon est arrdt^e. 

f) on mesure la density optlque, 

g) on dvacue la phase sollde fluide* 

i) 6ventuellement une autre phase solide flui- 

de est introduite dans la cuve rSactionnelle. 35 

Proc^dd de detection selon la revendlcation 1. 
caract6ris6 en ce que les anticorps ou autres 616- 
ments de reconnaissance sp6cif ique sont gref- 
f6s sur le support notamment par adsorption co- 40 
valente ou non. 



tions 1 d 8. 

10. Phase solide flulde selon la revendlcation 9. ca- 
raGt6ris6e en ce que les anticorps sont sp6cif i- 
ques de Tatrazine. 

11. DIsposltif de d6tection pour mettre en oeuvre le 
proc6d6 selon Tune des revendlcatlons 1 6 8, ca- 
ract6ris6 en ce qu'il comprend une cuve r6action- 
nelle (1) pourvue de moyens d'acheminement 

(8) de la phase solide flulde (9). 

(10) de r6chantlllon liqulde d tester (11), 

(12) du conjugu6 116 d une enzyme sp6cl- 
flque d'un substrat chromog6ne (13), 

6ventuellement (14) d'eau de lavage (15) 

pourvue de moyens d*6vacuatlon, 

(3) de la phase solide fluide. 

(6) du milieu liquide. 
et en ce que le dispositif comprend une cuve de 
r6v6lation (16) pourvue de moyens d'achemine- 
ment : 

(17) de la phase sollde fluide (9), 
(19) d'une solution de substrat (20), 
(21 ) d'une solution de chromog6ne (22), 
(23) d'une solution d'arrStde rdactlon (24) 
de moyens d'6vacuation 

(25) de la phase solide flulde 

(26) du milieu liquide 

(18) des moyens de mesure de la denslt6 
optlque du milieu liquide. 

12. Dispositif selon la revendicatlon 11, caract6ris6 
en ce que la phase solide fluide est transf6r6e de 
la cuve r6actlonnelle d la cuve de r6v6lation au 
moyen d'un fond amovible de la cuve r6actlonnel- 
le. 

13. Disposltifselon Tune des revendlcatlons 11 et12, 
caract6ris6 en ce que I'dvacuation du milieu liqui- 
de est assist6e d'une pompe p6ristaltique. 



Proc6d6 de d6tection selon la revendlcation 1, 
caract6ris6 en ce que la phase sollde fluide est 
form6e de billes ou microbllles choisies notam- 45 
ment parmi les mat6riaux sulvants : le polystyr6- 
ne, le nylon, le verre, le t6f Ion, le poly6thyl6ne, le 
polypropyl6ne. rac6tate de cellulose, le polyacry- 
lamide. 

so 

Proc6d6 selon I'une des revendications pr6c6- 
dentes, caract6ris6 en ce quel'dchantlllon liquide 
contient un pesticide, notamment I'atrazine. 

Phase sollde fluide form6e de bllles ou microbil- 55 
les associ6es d des anticorps ou autres 616ments 
de reconnaissance sp6ciflque. pour 6tre utili- 
s6es dans le proc6d6 selon I'une des revendlca- 
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